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研究成果の概要（和文）：サーカディアンリズムは加齢に伴い、生理機能動態のタイミング分配(同調)機能が低
下する。我々は生殖機能の加齢変容において、環境サイクルとサーカディアンリズムとの時間秩序を最適化する
ことにより不妊症を回復しうることを明らかにした。そこで本研究では、様々な生理機能のタイミングを制御す
る体内時計中枢・視交叉上核について、加齢変容を生じる要因を特定し、環境変化との調和を図る生体時間秩序
の維持に破綻をきたす生理基盤を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：In circadian rhythm, the timing distribution of physiological dynamics 
decreases with aging. Previously, we show that infertility can be ameliorated by optimizing the time
 order between the environmental cycle and circadian rhythm in the age-related changes in 
reproductive function. In this study, we identify the factors that cause age-related changes in the 
suprachiasmatic nucleus, which controls the timing of various physiological functions. We clarify 
the physiological basis that breaks down the maintenance of biological time order in harmony with 
environmental changes.

研究分野： 環境生理学

キーワード： サーカディアンリズム　体内時計　視交叉上核　加齢　睡眠・覚醒リズム

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
時計遺伝子欠損マウス7系統について生体レベルでのサーカディアンリズム表出（自由継続）及びノンパラメト
リック同調、さらにパラメトリック同調を評価した。これらの研究成果は、体内時計中枢・視交叉上核の加齢変
容因子の絞り込みにつながり、神経間リズム同調因子の特定と共に階層的なサーカディアンリズム同調機構の根
元的な理解に展開していくことが期待される。これらの研究成果をもとに、体内時計中枢である視交叉上核にお
ける加齢に伴うサーカディアンリズム機能減弱を解明し、生体レベルにおける加齢の最適化につなげてゆく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎える現状の中、高齢者の生活の質を向上し充実した毎日を過ごすためには「昼
間は溌剌と活動し、夜間はぐっすりと眠る」環境に調和した生理的タイミングの制御が重要で
ある。サーカディアンリズムの基盤となる体内時計視交叉上核の加齢を理解することは充実し
た豊かな老後を実現するための社会的ニーズであるといえよう。加齢とともに発症頻度が漸増
する、いわゆる「生活習慣病」を克服する最善策は予防であり、大部分の歯科疾患をはじめと
する慢性疾患予防には「規則正しい生活」が推奨される。 
 睡眠・覚醒、自律神経系、（生殖）内分泌系などの生理機能は明瞭な日内変動を示し、関連し
て歯科疾患には一日の中でハイリスクな時間帯があることが知られている。生体の多様な生理
機能のタイミングを制御するのはサーカディアン時計中枢である視床下部・視交叉上核であり、
同領域を破壊するとおよそ全ての生理的日内変動は消失する。また、サーカディアンリズムは
加齢に伴い、生理機能動態のタイミング分配(同調)機能が低下する。 
 交叉上核は単一神経細胞内にサーカディアンリズムの最小振動機構を内包しており、時計遺
伝子転写の活性化と、翻訳された時計たんぱく質自身が転写活性を抑制する、「ネガティブフィ
ードバックループ」を形成して約 24 時間周期で振動する。視交叉上核は、8,000 個の神経細胞
から構成され、その一つ一つが神経発火頻度を出力としてサーカディアンリズムを発信してい
る。それらのサーカディアンリズムには微妙な周期のばらつきがあり、細胞間のリズム共役作
用がなければ集合体として頑強なサーカディアンリズムを発信することはできない。研究代表
者はこれまでに、加齢に伴い視交叉上核の神経活動リズムが減弱することを見出し、さらに、
リズム振幅が減弱する要因としてサーカディアン振動体間のリズム共役が減弱して個々の細胞
本来の神経活動期位相が不安定になっていることを明らかにした。しかしこれまでのところ細
胞間リズム共役の加齢変化が生理機能を制御する上でどのように作用するかについては明らか
でなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、加齢による体内時計システムの機能変容を包括的に解明することをねらいとし
た。様々な生理機能のタイミングを制御する体内時計中枢・視交叉上核について、加齢変容を
生じる要因を特定し、環境変化との調和を図る生体時間秩序の維持に破綻をきたす生理基盤を
明らかにすると共に、生体レベルにおける加齢の最適化につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 実験動物 
時計遺伝子発現レポーターPER2::LUC マウスを用い、Cry1+/-, Cry1-/-, Cry2+/-, Cry2-/-のサ

ーカディアンリズム表現型を解析した。対照群として C57BL/6J マウスを用いた。動物実験は
長崎大学遺伝子組換え実験安全委員会および長崎大学動物実験委員会規則にしたがい、実験
計画の承認を受けて実施した。 
 

（２） 輪回し行動リズム測定 
 野生型、および Cry1+/- , Cry1-/- , Cry2+/- , Cry2-/-マウスを対象とし、運動用回転輪を備
えた個別ケージにて飼育した。温度、光環境を厳密に制御する環境チャンバー内に安置して、
1 分当たりの輪回し回転数を連続的に記録した。1 日当たりの輪回し行動量が安定した後、7
日間は 12 時間明期/12 時間暗期の明暗環境下で測定を行い、その後、恒常暗環境として 15
日間測定を継続した。合計 22 日間の時系列データをもとに、各遺伝型における輪回し行動の
開始位相、終了位相、自由継続周期を評価した。 
 
（３） 下垂体における PER2 発現イメージング 
 時計遺伝子発現レポーターPER2::LUC マウスを用い、体内時計中枢である視床下部視交叉上
核および、下垂体における生物発光イメージングを行った。遺伝子改変レポーターマウスよ
り、脳組織および下垂体組織を摘出し、発光基質ルシフェリンを含む培養液中で期間培養を
行った。レポーターマウスのルシフェラーゼ活性は PER2 発現量を反映しており、生物発光イ
メージングにより時間的タンパク質発現変動とともに、空間的発現部位の特定を試みた。 
 
（４） 視交叉上核および下垂体における PER2 発現リズム 
 時計遺伝子発現レポーターPER2::LUC マウスを応用し、体内時計中枢・視床下部視交叉上核
および、末梢時計・下垂体における生物発光リズムの計測を行った。光電子増倍管を用いた
微量生物発光の連続記録により、野生型、および Cry1+/- , Cry1-/- , Cry2+/- , Cry2-/-マウス
各遺伝型組織レベルでのサーカディアンリズム特性を評価した。 

 
 



４．研究成果 

（１）  Cry1+/- , Cry1-/- , Cry2+/- , Cry2-/-マウスの輪回し行動リズム 
輪回し行動測定開
始後7日間の 12時
間明期/12 時間暗
期明暗環境下にお
いて、野生型、
Cry1+/-, Cry2+/-, 
Cry2-/-マウスが消
灯と同時に活動開
始する輪回し行動
リズムを示したの
に対して、 
Cry1-/-マウスは行
動開始、終了とも
に約 1 時間の位相
前進が認められた。
行動位相の設定に
は環境光サイクル

に対する位相反応性と、生体行動リズムの自由継続周期が影響するため、各遺伝型マウスの恒
常暗環境における自由継続周期を計測した。結果として、野生型（23.73 ± 0.05 時間）、Cry1+/-

マウス（23.65 ± 0.07 時間）の遺伝型間で自由継続周期に差がみられないのに対し、Cry1-/-

マウスでは有意な周期の短縮（22.17 ± 0.08 時間）がみとめられた。一方、Cry2 欠損マウス
では、Cry2+/-マウスの自由継続周期に有意な延長（24.06 ± 0.05 時間）がみられ、Cry2-/-マ
ウスでは更に延長（24.53 ± 0.07 時間）がみとめられた。 
 
（２） 下垂体における PER2 発現イメージング 

生体から摘出
して器官培養
を行った下垂
体組織におい
て、PER2::LUC
発現は数週間
継続する安定
したサーカデ

ィアンリズムをしめした。PER2::LUC 発現は下垂体全体にみられ、特にげっ歯類に特徴的な構
造である下垂体中葉および、下垂体前葉（腺下垂体）辺縁部に強い発現がみとめられた。 
 
（３） 視交叉上核および下垂体における PER2 発現サーカディアンリズム 

光電子増倍管を用いた微量生物発
光の連続記録により、体内時計中
枢・視床下部視交叉上核および、末
梢時計・下垂体における生物発光リ
ズムの計測を行った。野生型、およ
びCry1+/- , Cry1-/- , Cry2+/- , Cry2-/-

マウス各遺伝型組織レベルでのサ
ーカディアンリズム特性を評価し
た。 
視交叉上核において、野生型

（24.51 ± 0.07 時間）、Cry1+/-マウ
ス（24.27 ± 0.14 時間）の遺伝型
間でリズム周期に差がみられない
のに対し、Cry1-/-マウスでは有意な
周期の短縮（22.26 ± 0.21 時間）
がみとめられた。一方、Cry2 欠損マ
ウスでは、Cry2+/-マウス視交叉上核
のリズム周期に有意な延長（25.31 

± 0.11 時間）がみられ、Cry2-/-マウスでは更なる延長（27.78 ± 0.22 時間）がみとめられた。
下垂体組織におけるサーカディアンリズム周期についても同様の遺伝型特性をしめした。 
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